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Six-transmembrane epithelial antigen of the prostate 1 protects against increased oxidative 
stress via a nuclear erythroid 2–related factor pathway in colorectal cancer. 




 大腸癌(Colorectal cancer; CRC)は世界で 4 番目に罹患率の高い癌腫であり、年間約 130
万人の新規発症と約 70 万人の死亡が報告されている。転移を有する進行 CRC に対する薬
物治療として、従来の抗癌剤に分子標的薬が併用されているが、その効果は十分に満足で
きるものではなく、新規治療薬の開発が急務である。新規治療戦略の一つとして、細胞内






 Six-transmembrane epithelial antigen of prostate 1(STEAP1) は、前立腺癌で同定された
細胞表面蛋白である。乳癌や肺癌など複数の癌腫で過剰発現しており、前立腺癌では独立










1) 大腸癌における STEAP1 の発現および予後との関連の検討 
複数の独立した GEO のデータセット(GSE25070, GSE21510, GSE37364)を用いて、患
者 CRC 組織と非癌組織で STEAP1の発現多寡を in silicoで解析した。また、5 種類の CRC
細胞株 (DLD-1, HCT116, LoVo, LS180, SW480)と不死化した正常大腸上皮細胞
(CCD841CoTr)における STEAP1 の発現量を RT-qPCR 法および Western blot 法により
比較して検討した。さらに、GEO のデータセットである GSE17358 において、Receiver 
Operating Characteristic(ROC)曲線を作成して設定したカットオフ値により、STEAP1 の
発現多寡で患者を 2 群に割り付け、STEAP1 の発現と全生存期間(Overall survival; OS)と
の関連について Kaplan-Meier 法により解析した。  
2) STEAP1 が細胞増殖に与える影響およびその機序の検討 
CRC 細胞株(DLD-1, SW480, LS180)においてそれぞれ配列の異なる 2 種類の siRNA を
用いて STEAP1 を knock-down し、細胞増殖に与える影響について transfection から 0h, 
24h, 48h, 72h の各時点において WST-1 法を行い吸光度に基づいた増殖曲線を作成するこ
とで検討した。knock-down 効率に関しては、transfection から 72h の時点で RT-qPCR法
および Western blot 法を行い確認した。さらにその機序を検討するため、STEAP1 を
knock-down した後の apoptosis 細胞の割合、Caspase8 と Caspase9 の活性化の程度、細胞
内 ROS 濃度に関してそれぞれ flow cytometry 法にて解析した。ROS の scavenger として
は、N-acetyl-cysteine (NAC)を用いた。 
3) STEAP1 の下流に存在するシグナル伝達経路の検討 
 STEAP1 の下流に存在するシグナル伝達経路を明らかにするため、negative control の
siRNA と STEAP1 を標的とした siRNA を CRC 細胞株 DLD-1 に transfection し、それ
ぞれの遺伝子発現について PCR array を用いて比較検討した。その中から細胞内 ROS濃
度の調節に関与するとされる複数の遺伝子を抽出し、STEAP1 を標的とした別の配列の
siRNA を用いた場合や他の CRC 細胞株(SW480)においても再現性があるかについて、
RT-qPCR 法を用いて検討した。また、それらの遺伝子に共通する転写因子の発現と
STEAP1の発現との相関の有無について、GEOのデータセット(GSE25070,  GSE21510)
を用いて in silico で解析を行った。さらに、STEAP1 の knock-down 後に認められる上記
の転写因子の発現について、RT-qPCR 法と Western blot 法で評価し、その局在に関して
免疫染色法を用いて検討した。 
4) 統計学的検討 
統計学的有意差検定は Student t test もしくは Mann-Whitney U-test を用いて行い、P 
< 0.05 をカットオフ値とした。 
 
＜研究成績＞ 
1) STEAP1 は CRC において過剰発現しており，独立した予後不良因子である 
 3 種類の GEO データセット(GSE25070, GSE21510, GSE37364)の解析から、正常患者
大腸組織と比較して患者 CRC 組織では STEAP1 の発現が有意に亢進していることを見出
した。さらに、統計学的な有意差は認められなかったものの GSE37364 の解析からは、CRC
組織、大腸腺腫組織、正常大腸組織の順に STEAP1 の発現亢進が認められ、
adenoma-carcinoma sequence の過程で STEAP1 の発現が上昇する可能性が示唆された。
さらに、5 種類の CRC 細胞株(DLD-1, HCT116, LoVo, LS180, SW480)のすべてにおいて、
不死化した正常大腸上皮細胞(CCD841CoTr)と比較して、RT-qPCR 法および Western 
blot 法のいずれの検討でも STEAP1 の発現は有意に亢進していた。さらに、GSE17538 の
解析からは、STEAP1 の発現亢進群における有意な OS の短縮が明らかとなり、STEAP1
の発現亢進が予後不良因子であることを示した(P=0.0103)。 
2) STEAP1 の発現抑制は CRC 細胞株の増殖能を低下させる 
 3 種類の異なる CRC 細胞株(DLD-1, SW480, LS180)において、negative control の
siRNAおよびSTEAP1を標的とした 2種類の配列の異なる siRNAを transfectionし、72h
後に細胞を回収し、RT-qPCR 法および Western blot 法により knock-down 効率を評価し
た。その結果、STEAP1 を標的とした siRNA では control と比較して、全ての細胞株で
STEAP1 の有意な発現低下を認めた。そこで、細胞増殖に与える影響を WST-1 法にて検
討したところ、全ての細胞株において、STEAP1 の knock-down 後に有意な細胞増殖能の
低下が認められた。 
3) STEAP1 の発現抑制は CRC 細胞株において内因性 apoptosis を誘導する 
 Annexin V を用いた flow cytometry 法により STEAP1 knock-down 後の apoptosis 細
胞の割合について解析した。3 種類の異なる CRC 細胞株(DLD-1, SW480, LS180)におい
て、control と比較して、STEAP1 の knock-down 後には apoptosis 細胞の有意な割合増
加が認められた。さらにその効果は ROS の scavenger である NAC を添加することで有意
に低下した。この結果から、STEAP1 knock-down 後に生ずる apoptosis には細胞内 ROS
濃度の関与が示唆された。また、この apoptosis が内因性経路と外因性経路のいずれを介
しているのかを検討するため、DLD-1 において STEAP1 を knock-down し、flow 
cytometry法を用いて Caspase8 と Caspase9 の活性を検討した。その結果、control と比
較して STEAP1 knock-down 後に Caspase9 の活性が有意に上昇し、その効果は NAC と
の併用で低下した。その一方で、Caspase8 の活性には有意な変化が認められなかった。
すなわち、STEAP1 の knock-down により発生する apoptosis は、内因性 apoptosis であ
り、外因性経路の関与はないものと考えられた。  
4) STEAP1 は転写因子 NRF2 経路を介して細胞内 ROS 濃度の調節を行う 
上述のように STEAP1 の knock-down 後に認められる apoptosis には ROS の関与が示
唆されたが、実際の細胞内 ROS濃度の変化について、3 種類の異なる CRC 細胞株(DLD-1, 
SW480, LS180)において CellROX® Deep Red を用いた flow cytometry 法により検討し
た。その結果、これら全ての細胞株において control と比較して、STEAP1 の knock-down
後に有意な細胞内 ROS 濃度の上昇が認められ、同様にその効果は NAC により低下するこ
とが明らかになった。 
そこで、STEAP1 の knock-down 後に認められる細胞内 ROS 濃度の上昇について、そ
の機序を検討する目的で DLD-1 において STEAP1 を knock-down し、PCR arrayにより
代表的なシグナル伝達経路を構成する各種分子についてその発現を評価した。その結果、
heme oxygenase 1(HMOX1)、NAD(P)H quinone dehydrogenase 1(NQO1)、thioredoxin 
reductase 1(TXNRD1)といった転写因子 nuclear erythroid 2–related factor(NRF2)の下
流に存在する抗酸化分子のmRNAの発現が STEAP1の knock-downにより低下している
ことを明らかとした。また、STEAP1 を標的とする配列の異なる別の siRNA を用いた場
合や、他の CRC 細胞株(SW480)において RT-qPCR 法で検討したところ、同様に上述した
抗酸化分子の発現低下が認められた。この結果に基づき、STEAP1 が NRF2 の発現を制御
しているという仮説を立て、さらに検討を進めた。まず、2 種類の独立した GEO データ
セット(GSE25070, GSE21510)の解析では、CRC 組織において STEAP1 と NRF2 の発現
に有意な正の相関を認めた (GSE25070; r=0.488, P=0.0114. GSE21510; r=0.214, 
P=0.0172)。また、STEAP1 を knock-down した 2 種類の CRC 細胞株(DLD-1, SW480)
において、RT-qPCR 法および Western blot 法にて NRF2 の発現を評価したところ、いず
れにおいても有意な低下を認めた。さらに、これらの CRC 細胞株において STEAP1 を
knock-down した後、NRF2 の局在について免疫染色を用いて検討すると、control と比較
して核内の NRF2 の発現が低下しているという結果が得られた。NRF2 は通常状態では、
細胞質で Kelch-like ECH-associated protein 1(KEAP1)と結合し、その発現が制御されて
いる。一方で、細胞が酸化ストレスに暴露されると、KEAP1 が失活し、NRF2 が核内へ




 本研究ではまず、独立した複数の GEO データセットの解析から、STEAP1 の発現が正
常大腸組織と比較して CRC 組織で亢進していることや STEAP1 の発現亢進が予後不良因
子であることを明らかにした。さらに、STEAP1 の knock-down により CRC 細胞株にお
いて apoptosis が惹起されることを見出した。これらの結果から STEAP1 が CRC の病態
生理に寄与している可能性を示した。前立腺癌においては、STEAP1 の knock-down が
apoptosis を誘導していることがこれまでにも報告されているが、その機序は十分明らかに
されていない。今回我々は CRC において、STEAP1 の knock-down が細胞内 ROS 濃度を
上昇させることで、apoptosis を誘導することを明らかにした。その一方で、Ewing 肉腫に
おいては、STEAP1 の knock-down が細胞内 ROS 濃度の低下を惹起するとしている報告
も認められる。これらは一見相反する結果であるが、これまでの数多くの報告からは、細
胞内 ROS は apoptosis を含む細胞死だけでなく、腫瘍増殖能や転移浸潤能の獲得に寄与し
ていることが明らかにされている。すなわち、今回我々は CRC においては過剰な細胞内




ら、STEAP1 を介することで、正常細胞に与える影響を最小限に腫瘍細胞内の ROS 濃度
の調節が可能になると考える。 




発現は大腸癌において特異的に亢進していることから、STEAP1 を介して NRF2 の発現を





現が亢進していることが明らかとなった。STEAP1 の発現抑制は NRF2 の発現低下を介し
て、細胞内 ROS 濃度を上昇させ、apoptosis を誘導することを示した。これらのことから、
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論文題名 
Six-transmembrane epithelial antigen of the prostate 1 protects against 
increased oxidative stress via a nuclear erythroid 2–related factor pathway 
in colorectal cancer. 
（STEAP1 は NRF2 経路を介した酸化ストレス抑制により大腸癌細胞のア
ポトーシス回避に寄与している） 
結果の要旨 
 
本研究では，STEAP1 が正常大腸上皮と比較し、大腸癌において有意にその発現が亢進し
ていることを明らかにした。また、STEAP1の発現抑制は転写因子NRF2の発現低下を介
して、その下流の抗酸化分子の発現を低下させることで細胞内 ROS濃度を上昇させ、アポ
トーシスを誘導することを示した。これらのことから、STEAP1-NRF2 シグナル経路が大
腸癌治療の標的となり得る可能性を示唆し、学位論文として医学博士授与に値するものと
審査員全員から評価を頂いた。 
 
